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水溶性多糖類グルコサンの生合成に
関する研究 (1)
Riboflavinylglucosideとグルコサンの生合成
鈴木幸雄・内囲 網
緒 曾
植物の貯蔵多糖類として澱粉やイヌリ凡 さらに水溶性のグルコサンやフラクトサン
などが一般に知られている. これら多糖類は主に α-1.4または α・1.6-g1ucoside結合や
β・1.2・fruct白 ide結合の重合体であって，糖転移酵素によって生体内で合成される.貯蔵
多糖類に限らず，セルローズのような構造多糖類，動物組織の多糖類，細菌多糖類，動植
物に分布する少糖類などの生合成はいずれも少糖頬や糖燐酸エステJレ，ウリジγ二燐酸糖
化合物の介在の下で演ぜられる糖転移現象として一応理解されている.一方生体の電子運
搬体であるリポプラピソの行う新しい生化学反応として，片桐ら(1957)はリポフラピン
が関与する連続的糖転移反応ーリポプラピγと糖からのリポフラピン糖化合物の生成，さ
らにリポフラピソ糖化合物への糖転移反応ーを広く微生物界に見出し，これを少糖類ばか
りでなく多糖類の生合成のー経路として提案した.また最近この反応が光によって促進さ
れ，横物体においても行なわれている可能性があることから，光合成との関連性も問題に
なってきた.(立花， 1959:片桐・山田・今井， 1960) 
筆者らは細菌の代謝に及ぼす各種抗生物質の影響をCとNの比を変えて検討してきた
が，その際 CjNの大きい条件の下で，しばしば粘質物が生成することを見出した.ヘテ
ロ乳酸菌の一種Leuconostocmesenteroidesは諜糖培地中で吉野加したリボフラピγの大部
分をリポフラピン糖化合物に転換し，同時に多量の粘質物を生成した.もしこの粘質物が
水溶性グJレコサンであればリボフラピン糖化合物とグルコサンが同時に生成することにな
り，yポフラピンが関与する連続的糖転移反応によって水溶性グルコサソの生合成が行な
われている可能性がある.しかし反対に単なるデキストランジュークラーゼの作用で生成
している場合も考えられ， リポプラピン糖化合物への横転移反応は多糖類まで連続的に繰
返されるのではなく少糖類の範囲にとどまるものであるかもしれない.また少槍類が実際
に生体でこの経路で合成されているかも検討してみなければならない.この研究の目的は
水溶性グルコサγの生合成の機構を解明することであり，本報ではまずL.mesenteroides 
によって生成したりリボフラピン糖化合物の単離，確認ならびに粘質物の分離 ・精製 ・水
溶性グルコサンの定性などの実験結果を述べる.
なお ribollaviny1g1ucosideは Whitby(1952)によりネズミ肝蔵アセトン乾燥粉末の
酵素作用で生成することが見出され， 片桐らはこの化合物が麹菌(片桐 ・立花， 1953)， 
アセト γ ・プタノール菌 L立花， 1955)，大腸菌〈片桐・山田・今井， 1954)の酵素標品
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により合成されることを報告した.乳酸菌ーが生育時に著量の riboflavinylglucosideを生
成蓄積する現象は酵素化学的意義と共にりポフラピンの新しい誘導体の製法としての価値
もあるのではなし、かと思っている.
実験方法
L. mesenteroides B・512.L・20.IFO. 3426の三菌株を用いた.種培養には麦汁 (Brix.
50). 1 %プドー糖および0.1%酵母エキス粉末からなる麦汁培地を用い，試験管内で25-
280Cで1-2日間静置培養したのち，本培養用培地5仇n1.に 2-3ml.あて種菌として接
種した.本培養の借地組成は sucrose10%. KH2PO" 0.5 %. NaCl 0.1%， MgSO"・7H20
0.02 %， (NH<&)2S0" 0.03払伊lypepωne0.05 %， y回 stextract 0.15 % (NaOHを用い
て initialpH 7.2に補繋〉であり， 最後の滅菌の際にリポフラピンを添加し， 種菌を接
種したのち，振滋または静置培養を行なった.
リボフラピン類は型のごとくフェノール抽出を行なL、，それをペーパーにスポットし，
n・プタノール・酢酸 ・水 (4:1 : 5上層〉およびかプeタノーJレ・ピリジγ ・水 (6:4 : 3) 
の溶剤で展開し， 各分別帯を切り取り，水で抽出し450mμでの吸光度を測定しりボフラ
ピγとして定量した.
実験結果
1. Riboflavinylglucosideの単離と確認
りポフラピγを100mg%含有した東糖培地に L.mesenteroides B-512を接種して 2-
3日間25-270Cで培養を行なったのち， 発酵液を遠心分離して得られた上澄液について
常法通りに硫安を飽和，フエ/ールで抽出，エーテノレを含有した水に転溶，ペーパークロ
マトグラフ 4ーにかけて数回分離・精製J (三種類の展開溶剤を使用， n-プタノール・酢
酸 ・水 (4:1 : 5上層); n-プタノール・ピリジγ・水 (6:4 : 3);イソアミルアルコー
ルで飽和した水)， ハイドロサルファイトによる還元，フロリジイルへの吸着， ピりジγ
による溶出，エタノールからの再結を行なって黄褐色不定形の結品を単離し，ついで各種
の確認試験を行なった.
ペーパークロマトグラフの Rf値が文献記事Rの値と一致し(第1表)， ~夜光比 E 375 
mμ/E 450mμ は0.85であり， リボフラピンに較べて吸湿性で‘永によく溶け， m. p. 248 
_2490 (黒褐変.ついで分解発泡〕を示した.またlN塩酸と 2.5時間， 1000で加水分解
することによって略1:1のモル比でプドー糖とリポフラピンとを遊離し， 果糖および燐
酸は検出されなかった.(プドー糖の定量はア γスロ γ法(堀越， 1958)に，定性はペーパ
ークロマトグラフ 4ーで 80%フz ノー ル， n-プタノール・酢酸・水 (4:1: 2)， n・プタノ
ール・ピリジγ・水 (6:4: 3)，および n・プタノール ・蟻酸 ・水 (4: 1 : 1)の展開溶剤l
を用いて Anilinhydrogenphthalateの量色反応によった. また燐酸の定性にはアレン法
〈中村J 1950)を用いた). なお加水分解によって生じたりボフラピンは以下の四つの特
質を共有し，また各種の展開溶剤に対する Rf値，吸収スベクトルはともに市販のリポフ
ラピンとよく一致した.(1)水溶液において黄色を呈し，黄緑色の蛍光を発する.(2) 
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第 1表 各種の展開溶剤jに対する ribofiavinylglucosideのベ『パ【
グロマトグラフィー
試 料 ネズミの肝 麹菌 大腸菌 Leuc. mosenteroides 
，B. A. W.(1) 
IP. W.(2) 
Rf (W. isoA.(3) 
I B.F. W.(4) 
~P. B. Wρ〉
??
???
? ???
0.21 
0.41 
0.49 
0.05 
0.20 
0.40 
0.51 
0.21 
0.40 
0.50 
0.05 
0.82 
(B. P. W.(6)-W. isoA. 
一次元1二回;v. B• W刈• isoん
lB. P. W.-B. A. W. 
〈試料のみあるいは試料+Ba-glucoside*) 
〈試料+B2・isomaltoside)
one spot 
one spot 
two spots 
(W. isoA.-B. F. W.(7) (試料のみあるいは試料+Ba-glucoside) 
二次完~P. W.-B. P. W. 
吐B.P. W.-W. isoA.-B. A. W.軸 (試料+B2・isomaltoside)
one spot 
one spot 
two spots 
(1) 
(2) 
( 3) 
(4) 
(5) 
(6) 
(7) 
B. A. W. n・プタノー ル，酢酸，水 (4:1 : 5上層)
P. W. Na2HPO.・12H20.水 (5:1∞) 
W. isoA. イソアミルアルコールを飽和した水
B. F. W. n・プタノー ル，織酸，水 (11: 10: 12) 
P. B. W. 
B. P. W. 
B. F. W. 
フェ J ルー， n・プタノー ル.水 (16: 3 : 10)
n・プタノー ル， ピリジシ，水 (6:4 : 3)
n・プタ .1-/レ，蟻酸.水 (4: 1 : 1) 
ホB2-g1ucosideは riboflavinyl.glucosideの略.(立花，山回分与のもの)
紳 W.iloA.. B. A. W.は同一方向
アルカリ性溶液に光を照射すればルミフラピγを生じルミフラピンは酸性溶液から容易に
クロロホルムで抽出される. (3)水溶液を酢酸酸性とし過マンガン酸カリ飽和潜液を加
えて振滋後，過酸化水素を加えた場合， 黄色の色調と蜜光の消失は認められない. (4) 
還元剤によって還元されロイコ型となり黄色の色調と黄緑色の賛光を失う.これを空気と
振掻すれば色調・蟹光ともに再現する.
以上の結果からこの物質は riboflavinylg1ucosideであると考えられる.
1I. リボフラピン添加培養による薫糖とリポフラピγからのリボフラピン糖化合物
の生成
L. mesenteroides IFO. 3426とL・20を用いリポフラピンを含有した議糖培地に 1-2
日間270-300 で振歯または静置培養をおこなって， リボフラピンからのリボフラピシ
積化合物の生成を検討した(第2表).振遁あるいは静置の別なく培養21時間後すでに
ri加flavinylglucosideが 70%以上におよぶ高収率で生成蓄積されることが見出された，
同時に Rf値のより小さいリポフラピン少糖類化合物の生成蓄積も見受けられまた過飽和
ないし，やや過剰のりポフラピンを含有した薦、糖猪地を用いた場合，培養2日後すでに添
加した担ポフラピンの約70%がリポフラピン糖化合物に転換した(第3表). りポフヲピ
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第 2表 リポプラピγからのリポフヲピシ糖化合物の生成
培養条件 振 滋 静 置
21 。 21 
5.6 20.0 3.5 
13.6 15.5 
0.7 0.9 
培養時間 O 
B2 (mg/5仇nI) 20.0 
B2-g1ucoside (mg/5Oml) 
B2-oligosaccharide (mg/50ml) 
第 3表 過飽和ないし過剰のリボフラピγを含有したR軍縮培地での
リポフラピゾ糖化合物の生成
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
I E 
B2 (mg/5仇nl)
0 
30.0 
2 。 2 
-ー ・ー-・吟・，ー . 
B2-g1ucoside (mg/5Oml) 
B2-oligosaccharide (mg/5Oml) 
+ 
23.0 
6.5 
50.0 
???????
註培養条件:270-30oCで振遜培養
第 4表 リポフラピγ少糖類化合物の Rf値
菌 株 大腸菌 L. n1esenteroides 
展開溶剤* W. isoA. B. P. W. W. isoA. B. P. W. 
B2 0.40 0.43 0.40 0.43 
B2-g1ucoside 0.50 0.31 0.49 0.31 
B2-isomaltoside 0.53 0.22 0.53 0.21 
B2-dextrantrioside 0.57 0.16 0.57 0.15 
* W. isoA.:イソアミルアルコールで飽和した水;B. P. W.: n・プタノ{ル・ピリジγ・水
(6: 4 : 3)
ン少糖類化合物は前述の riboflavinylglucosideの場合と同様な方法で単離・精製した.
第4表に示されるように得られた少積類化合物の Rf値は大腸菌(片桐・山田・今井，
1958)によるそれらとよ く一致し， 何れも水に易溶であった. また Rf値 0.53の物質は
2N塩酸で1.5時間， 1∞。で加水分解すると略 1:2のモル比でリポプラピγとプドー糖
とを生成し， 0.2-0.5N塩酸を用いて短時間部分分解を行なうとリボフラピ九 プドー
糖， riboflavinylglucoside，およびイソマルトースを与えた. したがってこの物質は ribo-
flavinylisomaltosideであると考えられる.
][.グノレコサンの分離・精製
りポプラピンを添加した薫糖培地においてリポプラピン糖化合物が生成蓄積するとき同
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第 5 表
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時に生成する粘質物を分離精製した.L. mesenteroides B・512，L-20および IFO.3426を
それぞれ4%東糖汁寒天層地 (sucrose4 %， K2HP04 0.5~~， NaC1 0.1%， MgS04・7H20
0.02%， FeS04・7H202mg払 Mn鈎'42mg払 (NH4)2S040.06%， Y回 stextract 0.25 % ， 
polypeptone 0.05 %， agar 1. 5 %， initial pH 7.0に補整， CaC03 3 %)に5代継代穿
刺培養したものから， 20m1.の4%東積汁に接種し， 2日間25-280 で静置培養をおこな
い，これを Hassidand Barkerの培地を一部改変した培地200m1へ種菌として移し2日
間25-280 で静置培養した.さらに全量をリポプラピンを添加した同じ組成の培養液800
m1.に加え， 25-280 で4日間培養した.培養が進むにつれ発酵液は飴状 (B・512，IFO. 
3426)になるか，白色綿状の沈澱(L-20)を生じた.培養終了後発酵液から粘質物を分離・
精製した(第5表).
粗製物は水に対する溶解度が高いもの (B・512);低いもの (L-20);その中聞に位する
もの σFO.3426)と三種類であったので文献に見受けられるアルカリ (J回 nes，A. et. a1.' 
1954)あるいは滋酸(Dakerand Stacey， 1938)処理をおこなって水溶性にし，それぞれに
ついて分離・精製を進めた. 分析は終末アルコール漉度 35-50%で沈澱した区分を100。
で真空乾燥をしたのちおこなった.第6表に示されているようにいずれの菌株も東糖から
第 6表 各種の Leuc.mesenteroidesによりリポフラピン含有煎積
培地から生産される粘質物の性質
臨 床 用 IFO. 3426 B-512 レ20
デキストラ γ HCl NaOH HCl NaOH HCl処理処理 処理 処理 処理
窒素含量(%)* 0.01> 0.01> 0.01> 
旋光度〔α〕営. +2∞。 +1920 +198。 +198。 +1980 
(C=1 in 1N-KOH) 
プドー 結合量(%)帥 101.8 98.8 99.2 101.3 95.3 92.3 
果糖含量(%)判事 0.7 1.0 1.0 0.8 1.4 0.9 
本ミクロケルダール法 紳ベルトラン法 紳'"Roeの方法により夫荷定量
グルコサ・γを生成蓄積した. それぞれの菌株から得られたグルコサγは無水物中窒素含
量 0.01%以下， 冷水に膨潤しつつ溶けて無色透明な粘調液となる. 右旋性物質であって
ω:.=+附 (C=lin 1N-KOH).ヨード反応を呈しない. 1.5N硫酸と附で2.5
時間加水分解すると定量的にプドー糖に分解される. 加水分解液について Roeの方法
(1934)で試験して果糖含量は1%以下，ペーパークロマトグラフィーによってもほとん
ど検出きれない. 分析の対照として用いた臨床用デキストラン(分子量50，000名糖産業
K.K.製〉と略同じ分析結果を与えた.また 0.1N塩酸と 100。で数時間加水分解すると
臨床用デキストラ γの場合と同じくイソマルトースその他の1.6結合をした少糖類がペー
パー上に見出された.
嫡 要
Leuconostoc mesenteroidesをリポプラピγ添加東糖含有培地に培養すると著量のri凶.
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fhvinylglucosideが生成蓄積することを見出し，ついで riboflavinylglucosideの単離・確
認をおこなった. また riboflavinylllSomaltosideが生成されることを明らかにした. さら
に同じ培養条件の下で生産される粘質物を分離精製して水溶性グルコサンであることを確
認し，t.
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